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Створено модель адено-герпетичної iнфекцiї клiтин MDBK та дослiджено рiвень син-
тезу мажорних бiлкiв адено- та герпесвiрусiв за умов змiшаного iнфiкування. Показано,
що одночасне iнфiкування клiтин двома вiрусами призводить до значного iнгiбування
репродукцiї вiрусу герпесу, внаслiдок пригнiчення синтезу основного капсидного бiлка вi-
русу, та менш вираженого iнгiбування репродукцiї аденовiрусу.
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Ураження клiтини чи популяцiї клiтин кiлькома вiрусами рiзних генотипiв чи видiв може
призводити до змiн репродукцiї вiрусiв-асоцiантiв. Експериментальнi та клiнiчнi дослiджен-
ня показали рiзноманiтнi механiзми, форми i наслiдки взаємодiї рiзних вiрусiв у культурi
тканин та на рiвнi органiзму: одночасна iнфекцiя може призводити до пiдвищення пато-
генезу, змiни тропiзму, передачi вiрусiв або навiть бути необхiдною умовою iнфекцiйного
процесу коiнфiкуючих вiрусiв [1]. В iнших випадках вона може бути невигiдною для окре-
мих вiрусiв, внаслiдок зростання конкуренцiї за доступнi ресурси в клiтинi. Тому дослiд-
ження взаємовiдносин мiж вiрусами на клiтинному рiвнi залишається на сьогоднi одним iз
актуальних та важливих питань. Особливе мiсце в розвитку змiшаних iнфекцiй займають
вiруси, що здатнi тривалий час зберiгатися в латентному станi в органiзмi, до таких вiру-
сiв належать ДНК-вмiснi адено- та герпесвiруси. Розумiння взаємодiї вiрусiв мiж собою за
умови змiшаного iнфiкування важливе для розробки нових та бiльш ефективних шляхiв
боротьби з цими вiрусними iнфекцiями. Рiвень синтезу структурних компонентiв вiрiону —
бiлкiв є одним iз ключових моментiв репродукцiї вiрусу, адже недостатня кiлькiсть компо-
нентiв гальмує процес вiрусного морфогенезу та утворення нового поколiння iнфекцiйних
вiрусних часток. Ми ставили за мету дослiдження синтезу деяких бiлкiв адено- та герпе-
свiрусiв за умов змiшаного iнфiкування популяцiї клiтин.
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Матерiали i методи. Об’єкти дослiджень. Для моделювання змiшаної iнфекцiї ви-
користано культуру епiтелiальних клiтин MDBK — нирки телят, аденовiрус людини 5-го
серотипу (HAdV-5) та вiрус простого герпесу 1-го типу (HSV-1/US). Клiтини та вiруси
культивували вiдповiдно до стандартних методик [2, 3]. Використовували схему одночасно-
го (коiнфекцiя) iнфiкування клiтин MDBK обома вiрусами, з множиннiстю iнфiкування
6 ВУО/кл (включення утворюючих одиниць на клiтину) для HAdV-5 i 0,02 БУО/кл (бля-
шкоутворюючих одиниць на клiтину) для HSV-1/US [4]. Особливостi репродукцiї вiрусiв за
умови змiшаного iнфiкування дослiджували через 48 год пiсля зараження.
Цитоморфологiчнi дослiдження. Iнтенсивнiсть репродукцiї вiрусiв у клiтинах та iнфе-
кцiйний титр вiрусiв визначали за вiдсотком iнфiкованих клiтин [5], використовуючи 0,01%
барвник акридиновий оранжевий (“Sigma”, США).
Iмунофлуоресцентний аналiз (МФА). Для виявлення вiрусу герпесу коiнфiкованi клi-
тини обробляли iмуноглобулiнами мишi проти HSV-1, коньюгованими з FITC (НДI гри-
пу, РАМН). Iдентифiкацiю аденовiрусу проводили, використовуючи iмуноглобулiни кроля
проти гексона аденовiрусу та антисироватку до глобулiнiв кроля, мiчену FITC (“Thermosci-
entiﬁc”, США) [6, 7]. Зразки дослiджували в люмiнесцентному мiкроскопi МЛ-2 (“ЛОМО”,
Росiя) при збiльшеннi ×400.
Клiтинний iмуноферментний аналiз (IФА). З планшета, що мiстить клiтини, коiнфi-
кованi HAdV-5 i HSV-1/US, через 24–48 год iнкубацiї видаляли культуральну рiдину, про-
водили фiксацiю клiтин 96% етанолом протягом 10 хв, 70% етанолом протягом 60 хв та 6N
HCl протягом 30 хв. Постановку IФА здiйснювали за загальноприйнятою методикою [8].
Результати аналiзували спектрофотометрично на рiдерi “Multiskan FC” (“ThermoScientiﬁc”,
США) при довжинi хвилi 492 нм.
Метод проточної цитометрiї. Для дослiдження бiлкiв вiрусiв використовували моно-
специфiчнi антитiла до гексона аденовiрусу, отриманi за стандартною методикою Келле-
ра, та кролячi моноспецифiчнi антитiла до основного бiлка капсиду вiрусу простого гер-
песу 1 типу (VP5) (“Abcam”, Великобританiя). Як антитiла також використовували мi-
чений FITC бiлок А та мiченi FITC антикролячi iмуноглобулiни (“Sigma”, США). Су-
спензiю клiтин (2 · 106 клiтин) обробляли 1%-м розчином Triton X-100 на фосфатно-со-
льовому буферi (ФСБ) (pH 7,2) та вносили розчин вiдповiдних антитiл у ФСБ з 1% би-
чачим сироватковим альбумiном (БСА) та 0,1% Triton X-100. Клiтини вiдмивали та до-
давали розчин мiчених антитiл (бiлка А чи антитiл до iмуноглобулiнiв кроля) у ФСБ
з 1% БСА та 0,1% Triton X-100. Для аналiзу зразкiв використовували проточний цито-
метр (BeckmanCoulterEpicsLX, США) з лазером при довжинi хвилi 530 нм та вiдповiдним
фiльтром/детектором [9, 10]. Обробку результатiв проводили з використанням програми
“FlowingSoftwаre”, version 2.5 (США).
Електрофоретичне роздiлення бiлкiв та iмуноблотинг. Роздiлення бiлкiв вiрусiв вико-
нували за Laemmli [11] в 10% SDS-полiакриламiдному гелi. Постановку iмуноблотингу про-
водили за модифiкованою методикою [12]. Перенесення бiлкiв на нiтроцелюлозну мембрану
здiйснювали протягом 1 год при 600 В, 100 мА, використовуючи напiвсуху електрофоре-
тичну блот-систему Semi–Dry (“Sigma”, США). Мембрану протягом ночi iнкубували з ан-
титiлами кроля до вiрусних бiлкiв, тричi вiдмивали ТФС-Т (забуферений Tris-HCl з 0,1%
Tween 20) та iнкубували при 20 ◦C протягом 2 год з антикролячими антитiлами, мiченими
пероксидазою. Пiсля промивання нiтроцелюлозну мембрану iнкубували з хромогеном дiа-
мiнобензидином (DABS, “Sigma”, США). Обробку результатiв проводили з використанням
програми “ImageJ” (США).
116 ISSN 1025-6415 Dopov. Nac. akad. nauk Ukr., 2015, №8
Статистичну обробку даних виконували згiдно зi стандартними пiдходами до обчислен-
ня статистичних помилок (стандартне вiдхилення), використовуючи комп’ютерну програму
Microsoft Excel 2010.
Результати та їх обговорення. У нашiй лабораторiї було розроблено та дослiджено
модель змiшаної адено-герпетичної iнфекцiї клiтин MDBK: оптимiзовано умови i параме-
три iнфiкування клiтин HAdV-5 та HSV-1/US, охарактеризовано вплив вiрусiв на структур-
но-функцiональний стан клiтин [4]. Для дослiдження особливостей взаємодiї мiж аденовi-
русом та вiрусом герпесу за умов змiшаного iнфiкування клiтин MDBK та вивчення пов-
ноцiнностi утвореного вiрусу було проведено визначення титрiв вiрусiв, отриманих de novo
через 48 год пiсля iнфiкування клiтин [13]. При iнфiкуваннi клiтин MDBK титр HAdV-5
становив 3,5 · 107 ВУО/мл, а титр HSV-1/US — 3 · 105 ВУО/мл, тодi як при коiнфiкуваннi
клiтин титри iнфекцiйностi вiрусiв становили 8,5 ·104 та 6,8 ·103 ВУО/мл вiдповiдно. Таким
чином, показано взаємне iнгiбування утворення повноцiнного потомства обох вiрусiв, iнфе-
кцiйнi титри HAdV-5 та HSV-1/US знижувалися вiдповiдно на 3 та 2 порядки порiвняно
з моноiнфекцiями. Iнгiбування може бути пов’язане з пригнiченням синтезу структурних
компонентiв вiрiонiв, що беруть участь у дозрiваннi вiрусного капсиду та упаковцi геному
вiрусу, формуваннi вiрусної частки. У аденовiрусу одним iз таких компонентiв є мажорний
бiлок гексон, який складає близько 60% маси аденовiрiону, а для вiрусу герпесу — основний
бiлок капсиду (VP5), що формує iкосаедричнi вершини капсидної оболонки.
Рiвень синтезу вiрусних бiлкiв у коiнфiкованих клiтинах MDBK оцiнювали за допомогою
МФА та IФА, проточної цитометрiї, iмуноблотингу.
МФА показав, що в ядрах iнфiкованих та коiнфiкованих клiтин (рис. 1, б, г) гексон нако-
пичувався у великiй кiлькостi через 46–48 год i розподiлявся у виглядi дискретно розмiще-
них гранул, суцiльного зернистого свiчення, розетки чи кiльця поблизу ядерної мембрани.
На пiзнiх стадiях репродукцiї аденовiрусу ядернi мембрани руйнувалися навколо такого
роду уражених клiтин, скупчення пiзнього бiлка виявлялися у виглядi великих пилинок.
Вiдомо, що особливiстю HAdV-5 є утворення в ядрах клiтин на пiзнiх стадiях iнфекцiї про-
довгуватих кристалiв, якi не мiстять нуклеїнової кислоти, складаються з бiлка гексона, який
синтезується в значному надлишку та знаходиться в зонi навколо центроядерного включен-
ня [13]. Однак нами було показано, що за умов змiшаного iнфiкування клiтин (див. рис. 1, г),
кiлькiсть гексона була нижчою, нiж при аденовiруснiй iнфекцiї (див. рис. 1, б ).
Структурнi бiлки вiрусу герпесу в популяцiї коiнфiкованих клiтин MDBK виявлялися
у виглядi дифузного свiчення перинуклеарної зони цитоплазми (див. рис. 1, в, д). Через
6 год пiсля iнфiкування спостерiгали яскраве дифузне свiчення всiєї цитоплазми, вiруснi
бiлки детектували в ядрах клiтин. Через 15–18 год iнтенсивнiсть ядерної флуоресценцiї
коiнфiкованих клiтин значно збiльшувалася (див. рис. 1, д), хоча порiвняно з моноiнфе-
кцiєю (див. рис. 1, в) вона була набагато слабшою, що вказує на пригнiчення репродукцiї
вiрусу.
Методом IФА через 24 год пiсля зараження було виявлено зниження рiвня синтезу ан-
тигену гексона аденовiрусу на 49%, капсидного бiлка вiрусу простого герпесу — на 13%. Че-
рез 48 год вiрусної коiнфекцiї встановлено 56% iнгiбування експресiї бiлка VP5 HSV-1/US
та 30% стимулювання експресiї антигену гексона аденовiрусу (рис. 2). Стимулювання екс-
пресiї гексона, можливо, пов’язано з особливiстю репродукцiї аденовiрусу, а саме синтезом
капсидних бiлкiв, особливо структурного бiлка гексона, в значному надлишку. Лише неве-
лика кiлькiсть його включається до складу новоутвореної вiрусної частинки, а бiльша його
частина залишається у виглядi так званого розчинного гексона.
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Рис. 2. Рiвень капсидного бiлка гексона HAdV-5 та основного капсидного бiлка HSV-1/US в умовах моно- та
змiшаної iнфекцiї клiтин MDBK
Метод проточної цитометрiї успiшно впроваджений рядом дослiдникiв для характерис-
тики систем клiтина–вiрус [10], оскiльки використання антитiл з флуоресцiюючими мiтка-
ми дає можливiсть кiлькiсно визначати поверхневi та внутрiшньоклiтиннi вiруснi антигени,
а також дослiджувати мембраннi рецептори та активнiсть ферментiв усерединi клiтини.
При обробцi результатiв проточної цитометрiї отримано гiстограми, в яких вiдображено
особливостi синтезу бiлкiв вiрусiв у коiнфiкованих клiтинах MDBK (рис. 3).
У разi обробки клiтин антитiлами кроля до гексона HAdV-5 на гiстограмi виявлено два
пiки, якi розмiщенi в зонах Н-1 та Н-2 (рис. 3, а). Саме зона Н-2 це iнфiкованi клiтини
з адсорбованими антитiлами, їх кiлькiсть становила 72%. Сумiщення отриманих гiстограм
неiнфiкованих та iнфiкованих клiтин MDBK дало можливiсть охарактеризувати особливо-
стi синтезу гексона аденовiрусу (див. рис. 3, а). У разi змiшаного iнфiкування клiтин на
гiстограмi спостерiгали зменшення пiка, який вiдповiдає iнфiкованим аденовiрусом клiти-
нам (зона Н-2), та збiльшення пiка в зонi неiнфiкованих клiтин (Н-1) (див. рис. 3, а). Синтез
бiлка гексона пригнiчувався на 17%. Аналiз гiстограм iнфiкованих HSV-1/US клiтин MDBK
з моноспецифiчними антитiлами до VP5 показав значний зсув пiка вправо, порiвняно з гi-
стограмою неiнфiкованих клiтин (див. рис. 3, б ). Кiлькiсть мiчених клiтин становила 94%,
що свiдчить про iнтенсивнiсть репродукцiї вiрусу герпесу та високий рiвень накопичення
раннього капсидного бiлка (див. рис. 3, б ). Однак за умов змiшаної одночасної адено-гер-
петичної iнфекцiї клiтин MDBK спостерiгалося значне пригнiчення експресiї бiлка VP5,
що добре видно при сумiщеннi отриманих гiстограм (див. рис. 3, б ). Рiвень пригнiчення
експресiї вiрусного антигену був iстотним та становив 83%. Отже, за умов змiшаної аде-
но-герпетичної iнфекцiї клiтин MDBK виявлено значне пригнiчення експресiї капсидного
бiлка вiрусу герпесу.
Дослiдження бiлкiв вiрусiв з використанням iмуноблотингу показало наявнiсть основно-
го бiлка капсиду вiрусу у разi iнфiкування HVS-1/US клiтин MDBK (рис. 4, а, 1 ), тодi як за
умов змiшаного iнфiкування даний бiлок взагалi не виявлявся (див. рис. 4, а, 3 ). При аде-
новiруснiй iнфекцiї клiтин MDBK встановлено iнтенсивний синтез гексона та накопичення
його у великiй кiлькостi, площа пiка на дiаграмi становила 48% (див. рис. 4, б, 1 ). За умо-
ви змiшаного адено-герпетичного iнфiкування кiлькiсть клiтин з гексоном зменшувалася
до 26%, що свiдчить про 46% iнгiбування синтезу бiлка (див. рис. 4, б, 3 ).
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Рис. 1. Iмунофлуоресцентний аналiз клiтин MDBK: а — неiнфiкованi клiтини (негативний контроль); б —
iнфiкованi аденовiрусом клiтини з iмуноглобулiнами кроля проти гексона аденовiрусу та антисироваткою
до iмуноглобулiнiв, мiченою FITC (позитивний контроль); в — клiтини, iнфiкованi HSV-1/US з антитiлами
мишi проти HSV-1, мiченими FITC (позитивний контроль); г — клiтини, коiнфiкованi HAdV-5 та HSV-1/US
з сироваткою кроля проти гексона аденовiрусу та сироваткою до iмуноглобулiнiв кроля, мiченою FITC; д —
клiтини, коiнфiкованi HAdV-5 та HSV-1/US з антитiлами мишi проти HSV-1, мiченими FITC. МФА, ×400
Рис. 3. Порiвняльний аналiз синтезу гексона HAdV-5 (а) та основного бiлка капсиду HSV-1/US (б ) в клi-
тинах MDBK за умови моно- та змiшаної iнфекцiї
Рис. 4. Iмуноблотинг бiлкiв вiрусiв, синтезованих у клiтинах MDBK при їх моно- i змiшаному iнфiкуваннi
HSV-1/US та HAdV-5. а — з iмуноглобулiнами кроля до основного капсидного бiлка HSV-1/US; б — з iму-
ноглобулiнами кроля до гексона аденовiрусу. Треки: 1 — клiтини, iнфiкованi HSV-1/US чи HAdV-5; 2 —
неiнфiкованi клiтини; 3 — коiнфiкованi клiтини
Вiдомо, що одним iз механiзмiв взаємного пригнiчення процесу утворення бiлкiв мо-
же бути iнгiбування трансляцiї мРНК в iнфiкованiй клiтинi. Наприклад, суперiнфiкування
HSV-1 клiтинної лiнiї ембрiонiв щурiв, трансформованих HAdV-5, змiнює метаболiзм РНК
HAdV, призводячи до iнгiбування накопичення специфiчних аденовiрусних poly(A) мРНК
у цитоплазмi. Синтез бiлка iнгiбується бiльше нiж на 50% через 7 год пiсля зараження [14].
Вiруси родин адено-, пiкорна-, ортомiксо-, парамiксовiрусiв можуть призводити до iнтер-
ференцiї реплiкацiї вiрусу простого герпесу, що закiнчується абортивною iнфекцiєю, крiм
того, показано, що цей процес ефективно вiдбувається в клiтинах, трансформованих SV40,
НAdV, EBV, HSV-2 i респiраторно-сенцитiальним вiрусом (RSV) [15]. По-перше, абортивна
iнфекцiя може виникати внаслiдок пригнiчення експресiї вiрусних генiв, що призводить до
скорочення продукцiї деяких вiрусних ферментiв (тимiдинкiнази) та вiрусної ДНК, що за-
кiнчується низьким виходом iнфекцiйного вiрусу. По-друге, обмежена продукцiя потомства
вiрусу може бути викликана блокуванням послiдовних подiй реплiкацiї вiрусу. Такий збiй
вiрусної системи управлiння вiдбувається в результатi неефективного синтезу компонентiв
вiрiону [15].
Таким чином, використовуючи рiзнi методи бiлкового аналiзу, дослiджено рiвень екс-
пресiї мажорних бiлкiв вiрусiв за умови коiнфiкування клiтин MDBK адено- та герпесвi-
русом. Виявлено, взаємне пригнiчення експресiї вiрусних бiлкiв, показано значне iнгiбува-
ння трансляцiї основного капсидного бiлка вiрусу герпесу та менш виражене iнгiбування
синтезу гексона аденовiрусу, що свiдчить про взаємодiю дослiджуваних вiрусiв за типом
iнтерференцiї.
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Синтез мажорных белков вирусов в условиях смешанного
инфицирования клеток MDBK
Институт микробиологии и вирусологии им. Д.К. Заболотного НАН Украины, Киев
Создана модель смешанной адено-герпетической инфекции клеток MDBK и исследован уро-
вень синтеза мажорных белков адено- и герпесвирусов в условиях смешанного инфицирова-
ния. Показано, что одновременное инфицирование клеток двумя вирусами приводит к зна-
чительному ингибированию репродукции вируса герпеса, вследствие угнетения экспрессии
основного капсидного белка вируса, и менее выраженному ингибированию репродукции аде-
новируса.
Ключевые слова: смешанная инфекция, аденовирусы, герпесвирусы, проточная цитоме-
трия, мажорные белки вирусов.
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Synthesis of the major viral proteins under conditions of the mixed
infection of cells MDBK
D.K. Zabolotny Institute of Microbiology and Virology of the NAS of Ukraine, Kiev
A model of mixed adeno-herpetic infection of MDBK cells is created. The levels of the synthesis of
the major proteins of adenoviruses and herpes viruses under conditions of the mixed infection are
studied. Simultaneous infection of cells with two viruses resulted in a signiﬁcant inhibition of the
reproduction of the herpes virus and a less pronounced inhibition of the adenovirus reproduction.
Keywords: mixed infection, adenovirus, herpes virus, ﬂow cytometry, major proteins.
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